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□ 
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1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ['instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



H 

□ 



□ 
□ 



Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de (invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularis dans la demande intemationale 

Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

09/02/2001 


Date d'achevement du present rapport 
13.09.2001 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 
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D-80298 Munich 
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Demande international n c PCT/FR00/02052 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande international (les feuilles de rempfacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a {'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)) : 

Description, pages: 

1-24 version initiale 

Revendications, N°: 

1-22 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/1 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-6, telles que initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou iui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ ia langue de la traduction remise aux fins de Texamen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

Kl contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

K depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a {'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 



55.3). 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 



(Toute feuille de remptacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 

II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que les 

documents suivants n'ont pas ete remis dans le delai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jugee non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depot international indiquee plus haut est done 
consideree comme la date pertinente. 

3. Observations complementaires. le cas echeant : 
voir feuille separee 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 12-22 



70.2(c)) : 



Non: Revendications 1-11 



Activite inventive 



Oui : Revendications 16-18 
Non: Revendications 12-15,19-22 



Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-22 

Non : Revendications 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR00/02052 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Les pieces suivantes de la demande servent de fondement a I'examen: 

Dans la version pour les Etats contractants: 

AT BE CH DE DK ES Fl FR GB GR IT IE LI LU MC NL PT SE 

Description, pages: 

1-24 version initiale 

Revendications, N : 

1-22 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/1 version initiale 

II est fait reference au document suivant : 

D1: DATABASE EMBL [en ligne] ACCESSION NO: AB025633, 9 avril 1999 (1999-04- 
09) NAKAMURA, Y.: 'Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5, P1 
clone:MQM1.' XP0021 57926 

SECTION II 

Une copie officielle des deux documents de priorite FR9909417 et FR0001006 
relatifs a la presente demande a ete fournie par le deposant en reponse a une 
premiere opinion ecrite, permettant d'etablir la validite des priorites revendiquees. 

SECTION V 

La presente demande ne remplit pas les conditions enoncees dans le PCT pour 
les raisons suivantes: 
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1. Le document D2 decrit une sequence nucleotidique comprenant une sequence 
100% identique sur 3275 nt avec la SEQ ID N°1. La proteine putative deduite 
possede une sequence _1 00% identique a la SEQ ID N°3. Uobjet des 
revendications 1-11 est done clairement anticipe par D2 et les dites 
revendications ne sont ni nouvelles ni inventives (Art- 33(2) et (3) PCT). 

2. L'objet des revendications 12-13, et des revendications 14-15 se referant a ces 
revendications, represente simplement des produits derives directs, qui 
constituent des variations evidentes pour I'homme du metier et n'impliquent pas 
d'activite inventive (Art. 33(3) PCT). 

Les revendications 14 et 15, relatant d'un vecteur comprenant un polynucleotide 
connu ou d'un procede de transformation par integration d'un polynucleotide 
connu dans la mesure ou elles se referent aux revendications 1-9 et 10, n'est pas 
consideree comme inventive (Art. 33(3) PCT). 

L'objet des revendications 19-22, qui relatent simplement d'organismes hotes 
transformes avec une sequence connue et qui sont consideres comme etant des 
produits derives directs, ne permet pas d'etablir la presence d'une activite 
inventive dans les dites revendications (Art. 33(3) PCT). 

3. L'objet des revendications 16-18 est considere comme nouveau et inventif, car le 
document D2 ne decrit pas ni ne suggere I'utilisation potentielle de la sequence 
nucleotidique decrite dans le dit document pour exprimer un gene heterologue 
comprenant une etape d'inhibition de I'expression ou d'inactivation du 
polynucleotide decrit dans D2 et dans la presente demande. 



SECTION VIII 

La presente demande ne remplit pas les conditions enoncees a ('Article 6 PCT: 
L'objet des revendications 19-20 recouvre des organismes hotes transformes 
incluant des etres humains. La formulation des dites revendications devrait en 
consequence etre modifiee. 
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PATENT COOPERATION TREAi Y 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



i Applicant's or .item's file reference 
PH 99040 Ci 1 


SeeN oti licat ion of 1 ransiruttalotl ntcrnat lonai Prelum nar\ 
FOR RRTHER ACTION Kaminanon Ropurn , liml n , „,, A 41h , 


International application No 

PCT FR00 02052 


International tiling dale [Jay month year] 

13 Jul\ 2000(13.07.00) 


Priority date iihn montii \cur) 

1 6 JuK 1999 ( 16.07.99) 


International Patent Classification (IPC ) or national classification and IPC 
CI2N 15 00 


Applicant 

AVENTIS CROPSCIENCE S.A. 
i 



I his international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Fxamining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 3fv 



This RFPC )R I consists of a total of 



sheets, including this co\er sheet 



[ *| I h is report is also accompanied by WMXI'S. i.e.. sheets of the description, claims and or drawings which ha\e been 
' ' amended and are the basis tor this report and or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 



"0 16 and Section MP of the Administrate e Instructions under the PC I ). 
I hese annexes consist of a total of sheets 



I his report contains indications relating to the following items 



IV 
V 

VI 



□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 



Basis of the report 
Priority 

\on-establishmeni of opinion with regard to no\elt>. m\enti\e step and industrial applicability 
1 .ack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 

c-.a-ions and explanations supporting <uch statement 

Certain documents cited 

I ertain delects in the international application 

I ertam observations on the nnernation.il application 



Date of submission of the demand 

09 February 2001 (09.02.01 ) 


Date of completion of this report 

13 September 2001 (13.09.2001) 


Name and mailing address of the I PI A IP 
facsimile No 


Authorized officer 
I elephone No 



I orm PC I I PI \ 4nw (cover sheet i i lulv l^Ki 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application \o 

PCT l ; R<><) 02052 



I. Basis of the report 



1 With regard to the elements ol the international application 



□ 
□ 



□ 



the international application as originally tiled 
the description 



pages 
pages 
pages 



1-24 



. as original K tiled 



filed with the demand 



filed w ith the letter ol 



the claims 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-22 



. as original ly filed 

as amended (together with an> statement under Article 1^ 

. filed w it h the demand 



. tiled w ith the letter ol 



□ 



the draw ings 
pages 
pages 
pages 



! 1 



as ons:inall\ tiled 



tiled with the demand 



tiled with the letter of 



[a] the sequence listing pan of the description 
pages 
pages 
pages 



1-6 



as ontiinalK filed 



tiled w ith the demand 



. tiled with the letter of 



W ith regard to the language, all the elements marked abo\ e were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was tiled, unless otherwise indicated under this item 

These elements were available or furnished to this Authorit\ in the following lan^uaiie which is 

□ 

the lanuuaiie ol a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 21 1(b)) 

□ 

the lanuuaiie of publication of the international application (under Rule 48 3(b)) 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and 
or 55 3 ) 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing 

contained in the international application in written form 

tiled together with the international application in computer readable form 

furnished subsequent!) to this Authority in written form 

L;riu>hcc! subscq^en;!;. u< fr.N Vj;hori:\ :n jornpuicr :e.:d^ K !c !'-.«rm 

I he statement that the subsequent!} furnished written sequence lifting does not go beyond the disclosure in the 
internal lonal application as tiled has been furnished. 

I he statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished 



□ 

! — I 

□ 
□ 

□ 



The amendments ha\e resulted in the cancellation of 

the description, pages 

1 1 the claims. \os 

□ 



the draw inc>. wheels 



□ 



I his report has been established ^ it i>ome of) the amendments had not been made, since they ha\e been considered to go 
beyond the disclosure as tiled. a> indicated in the Supplemental Box (Rule ^<i 2<cn ** 



Replacement s/ieets uhicn naec r>een ?itrn;\ncu to me /weiring < )rriee in response to an in\ itafion under ArtuU 14 are referred to 
in this report us original h tiled and are no! annexed to this report since the\ do not contain amendments 'Rule ~d 16 
and ~f> I ~> 

ln\ 'v,".u\ eniem \heet < < >nra; mm: 



' anu 'ljnicn? n:u\[ >v 



red to under i re ) 



anu annexed to mis report 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application \o 

PCT I R00 02052 



II. Priorit> 



I I 1 this report has been established as i! tin prionl) had been claimed due to the tail urc to furnish within the prescribed time 
' ' limit the requested 

□ 

cop\ ot the earlier application whose priori!) has been elaimed 
[ I translation of the earlier application whose priority has been claimed 

-> This report has been established as if no pnorit> had been elaimed due to the tact that the pnont> claim has been found invalid 

Thus tor the purposes ot this repon. the international filing date indicated abo\e is considered to be the relexani date 

3. .Additional observations, il'necessarx 

SEE SUPPLEMENTAL SHEET 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



iitcrnaiional application No 

PCT/FR 0C/C205I 



Supplemental Box 

(lo he used when the space in an> of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of 



An official copy of the two priority documents FR9909417 
and FR0001006 relating to the present application has 
been provided by the applicant in response to tne first 
written opinion, thereby allowing one validity of the 
claimed priorities to be established. 



form PC* I IP! A 40M (Supplemental Box) (Januar> W4j 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



WTernaiional application No 

PCT/FR ::/32C52 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 Statement 

Novelty (N) 

Imentive step ( IS ) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-1 1 



12-15, 1 ^-22 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference :s m.ade 



:he followina document. 



Dl: DATABASE EM3L [on-line] ACCESSION NO: A3025633, 9 
April 1999 (1999-04-09) NAKAMURA, Y.: \Arabidopsis 
thaliana genomic ON A, chromosome 5, PI clone: MQM1 . ' 

XF002157926 



rite present application does not meet the F'CT requirements 
for the following reasons: 



1. Document 2)2 describes a nucleotide sequence 

including a sequence exhioitng 1 0 : • identity over 
12*5 n t with S E 2 12 ! * ' 1 . T n e putative protein 
derived tnerefr^m uas ci sequence ex:u:i t i ng 1 C 0 \ 
identity with SEQ ID N°3. Therefore, the subject 
matter of Claims 1-11 is clearly anticipated by D2 
and said claims are neitner novel nor inventive ( PCT 
Article 22 2, ana 3 



The subject matter of Claims 12-13, and of 14-15, 
wnicn refer ca:< thereto, simply relates to directly 
derived products tnat are obvious alternatives for a 
person skilled in the art ano oo not involve an 
inventive stec rCT Article 22,3 
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jrnational application No 



5;t;s ano ^ z , wnicn re^a:e r: a vector cjam g 

knjAT. pel ynucleot i je or a transformation method 
;sed on the integration cf a known poiynucleot ide , 



in so far as they refer back 



.laims 1 



- Q 



and 10, 



are not considered to oe inventive i'PCT Artioie 



7 7 / 



3 ; c 



Tne s c j e :: r matter of liaims 13-22, which simply 
relate to host organisms transformed with a known 
sequence, and that are oens i de red to be directly 
derived products, cannot serve as a basis for 
recognising an inventive step in said claims (PIT 
Art 1 ole 3 5(3)5. 



Tne subject matter of Claims Ic-lc is considered to 
be novel and inventive, since document D2 neither 
describes nor suggests the potential use of the 
nucleotide sequence (described in said document for 
expressing a heterologous gene, including a step for 
inhibiting tne expression of or inactivating tne 
polynucleotide described in D2 and m the present 
appl 1 cation. 



F orm PCT IPI-A 409 (Bo\V) (Januar> 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ernational application Nc 

fct/fr c : ' : z : : 



\ III. Certain observations on the international application 



The following observations on the claritx of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fulh 
supported by the description, are made: 

The present application does not meet the requirements of 
PCT Article 6: the subject matter of Claims 19-20 covers 
transformed host organisms, including human beings. Tne 
wording of said claims should therefore be modified. 
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(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBL1EE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MAT1ERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
25 janvier 2001 (25.01.2001) 




PCT 



lil 


[III rill 


11 


mini 



(10) Numcro de publication internationale 

WO 01/05951 A3 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

C12N 15/29. 15/82, 
C07K 14/415. CI 2Q 1/68. A01H 5/00 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FROO/02052 

(22) Datede depot international: 13 juil let 2000 (13.07.2000) 

(25) Langue de depot : francos 

(26) Langue de publication : francais 

(30) Donnees relatives a la priori te : 

99/09417 1 6 juillet 1999(16.07.1999) FR 

00/01006 26 janvier 2000 ( 26.01 .2000) FR 

(71) Deposants (pour tous les Etats des ignis sauf US) : AVEN- 
T1S CROPSCIENCE S.A. [FR/FR]; 55, avenue Rene 
Cassin, F-69009 Lyon (FR). INSTITUT NATIONAL 
RECHERCHE AGRONOM1QUE [FR/FR]; 147, rue de 
l'Universite, F-75341 Paris Cedex 07 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : BECLIN, 
Christophe [FR/FR]; 57, rue du Port Royal, F-78470 
St-Remy-les-Chevreuses (FR). ELMAYAN, Taline 
[FR/FR |; 8, rue Pierre Palliot, F-21000 Dijon (FR). 
VAUCHERET, Herve [FR/FR]; 3, rue de Wahlbach, 
F-68510 Rantzwiller (FR). 



(74) Representant commun : AVENT1S CROPSCIENCE 

S.A.; Departemcnt Propriete Industrielle, 14-20. rue Pierre 
Baizet, Boite postale 9163, F-69263 Lyon Cedex 09 (FR). 
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Publiee : 
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(88) Date de publication du rapport de recherche 
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En ce qui concerne les codes a deux lettres et autre s abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



m 

^ (54) Title: NOVEL SGS3 PLANT GENE AND USE THEREOF 

(54) Titre : NOUVEAU GENE SGS3 DE PLANTE ET SON UTILISATION 

*D (57) Abstract: The invention coneerns novel polynucleotides comprising the SGS3 plant gene involved in post-transciptional uiacti- 
^ vation phenomena in transgenic plants and in the resistance of plants to viral infections, and it use for preparing genetically modified 
plants. 

^ (57) Abrege : La presente invenuon concerne de nouveaux polynucleotides comprenant le gene SGS3 dc plante implique dans les 
phenomenes d'inacti vation post-transcriptionnelle dans les plantcs transgeniques et dans la resistance des plantes aux infections 
virales, et son utilisauon pour la preparation de plantes genetiquement modifiees. 



/ '\j ^ ^ i— J 



V Kl 7 S31 FteC'dKui/r : 1 1 JAN 2002 

WO 01/05951 1 PCT/FR00/02052 

Nouveau gene SGS3 de plante et son utilisation 



La presente invention conceme un nouveau gene SCS3 de plante et son utilisation 
pour la preparation de plantes genetiquement modifiees. 
5 On connait de Fetat de la technique des methodes permettant d'integrer des genes 

heterologues dans le genome des plantes de differentes especes. Pour les procedes de 
transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera notamment 
les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475. US 5.464,763, 
US 5.1 77.010, US 5,187,073, EP 267.159, EP 604 662, EP 672 752. US 4.945.050, US 

10 5.036.006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022. US 5,565.346, US 
5.484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5,489,520. US 5,510.318, US 
5.204253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725, 
WO 91/02071 et WO 95/06128. 

Le niveau d ? expression du gene heterologue dependra de differents facteurs. dont le 

1 5 locus d'integration du gene heterologue dans le genome de la plante transformee et les 
phenomenes dits de " silencing *\ II est en effet connu de Fetat de la technique que 
F expression d'un gene heterologue dans une plante peut etre inhibee totalement ou en 
partie dans la descendance des plantes transformees regenerees, quand bien meme le dit 
gene s'exprime correctement dans la plante regeneree directement issue de la cellule 

20 transformee. Les genes heterologues introduits peuvent parfois subir une inactivation 
epigenetique (inactivation ne s'accompagnant d'aucune modification de sequence). 
Lorsque les genes presentent des homologies avec des genes de Forganisme hote, 
T inactivation peut affecter egalement T expression de ces genes hotes et engendrer des 
effets deleteres pour Torganisme (co-inactivation). Deux mecanismes distincts 

25 d* inactivation ont ete mis en evidence chez les vegetaux superieurs. se traduisant soit par 
un blocage de la transcription (inactivation transcriptionnelle) soit par une degradation des 
ARN (inactivation post-transcriptionnelle). 

Ces phenomenes d' inactivation. reveles accidentellement par la transgenese. refietent 
certainement des processus fondamentaux du controle epigenetique de V expression des 

30 genes, et leur etude constitue done un moyen original d'acces a la comprehension des 

mecanismes de regulation mis en jeu au cours du developpement des plantes. La mise en 
evidence de ces phenomenes souleve par ailleurs de nombreuses questions quant a 
Futilisation de plantes transgeniques tant pour des programmes d'amelioration varietale 
que pour des etudes de physiologie moleculaire. 

35 Ainsi, des plantes homozygotes monolocus obtenues avec un gene codant la proteine 

GUS sous le controle du promoteur CamV 35 S (35S-UidA) ont presente une inactivation 
du transgene quel que soit le nombre de copies du transgene inserees au locus. Le 
phenomene se met en place au cours du developpement de chaque generation indiquant une 
reversibilite meiotique. Des plantes haploides issues de la culture d'antheres de 

40 transformants homozygotes inactives portant une seule copie du transgene ont montre une 
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reactivation du gene suivie d'une inactivation au cours du developpement. suegerant que la 
meiose etait necessaire au declenchement du processus de reactivation, mais que le 
declenchement de l'inactivation au cours du developpement ne necessitait pas de 
fertilisation, et ne resultait pas de Interaction entre differentes copies du transgene. Enfin, 
5 des experiences de run-on ont montre que le phenomene survenait au niveau post- 
transcriptionnel (Elmayan et Vaucheret, Plant J. 9:787-797, 1 996). 

En induisant une mutation des plantes transformees, il est possible, non settlement 
d'eliminer ces phenomenes d'inhibition, mais encore d'augmenter le niveau d'expression 
des genes heterologues dans cette plante mutee (Elmavan et al., 1 998 Plant Cell 1 0- 1 747 
10 1757, 1998). 

On concoit done qu'il est aujourd'hui indispensable d'identifier les genes impliques 
dans l'inactivation post-transcriptionnelle afin d'ameliorer d'une part la stabilite de 
l'expression des transgenes dans les plantes et d'autre part la production de proteines 
recombinantes dans les plantes. ^identification de ces genes presente egalemem un grand 
1 5 interet en raison de leur role dans la resistance des plantes aux infections virales. 

On a maintenant isole un nouveau gene de plante. denomme SGS3, implique dans les 
phenomenes deactivation post-transcriptionnelle dans les plantes transgeniques et dans la 
resistance des plantes aux infections virales. L'inhibition de ce gene conduit a l'lnhibition 
des phenomenes d'inactivation post- transcriptionnelle en particulier dans les plantes 
transgeniques comprenant un gene heterologue codant pour un peptide ou une proteine 
particuliers, permettant un niveau d'expression dudit peptide ou de ladite proteine a un 
niveau particulierement eleve. L'invention a egalement pour objet la suppression du gene 
SGS3 pour la preparation de plantes plus resistantes aux infections virales. 
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Description He l a liste de sequences 

SEQ ID NO.l : Gene SGS3 A'Arabidopsis thaliana 

SEQ ID NO. 2: ADNc du gene SGS3 d'Arabidopsis thaliana 

SEQ ID NO. 3: Polypeptide SGS3 d'Arabidopsis thaliana 

Description de rinvenrinn 

Polynucleotides SGS3 

La presente invention concerne des polynucleotides SGS3, en particulier des 
polynucleotides comprenant un gene SGS3 de plante. Preferentiellement, les 
polynucleotides de la presente invention comprennent la sequence codante d'un gene SGS3 
de plante. Le gene SGS3 peut etre isole chez les plantes dicotyledones, comme 
Arabidopsis, le tabac, le colza, le toumesol, le soja, le coton, le trefle, la lentille d'eau 
(lemnae) ou chez les plantes monocotyledones comme le riz, le mais ou le ble. De maniere 
avantageuse, le gene SGS3 est isole chez les plantes dicotyledones, en particulier les 
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cruciferes corame Arabidopsis ou le colza. De preference, les polynucleotides de 
l'invention comprennent un gene SGS3 A' Arabidopsis thaliana. 

Le terme "polynucleotides SGS3" designe l'ensemble des polynucleotides de la 
presente invention, de preference, les polynucleotides de la sequence genomique de SGS3, 
5 les polynucleotides de la sequence de l'ADNc de SGS3, ainsi que les polynucleotides 
codant pour les polypeptides SGS3 de la presente invention. Le terme "polynucleotides 
SGS3" designe egalement des polynucleotides recombinants comprenant les dits 
polynucleotides. 

Selon la presente invention, on entend par "polynucleotide " une chaine 
1 0 nucleotidique simple brin ou son complementaire ou une chaine nucleotidique double brin 
pouvant etre de type ADN ou ARN. De preference, les polynucleotides de 1'invention sont 
de type ADN, notamment d'ADN double brin. Le terme "polynucleotide" designe 
egalement les oligonucleotides et les polynucleotides modifies. 

Les polynucleotides de la presente invention sont isoles ou purifies de leur 
1 5 environnement naturel. De preference, les polynucleotides de la presente invention 
peuvent etre prepares par les techniques classiques de biologie moleculaire telles que 
decrites par Sambrook et al. ( Molecular Cloning : A Labratory Manual, 1989) ou par 
synthese chimique. 

L'invention comprend des polynucleotides de la sequence genomique du gene 
20 SGS3. Cette sequence genomique comprend 5 exons (positions 696-1658. 1732-2023, 
2135-2379, 2482-2648, 2739-2949 de la SEQ ID NO. 1), 4 introns (positions 1659-1731, 
2024-2134, 2380-2481, 2649-2738 de la SEQ ID NO.l) et des sequences regulatrices en 5' 
et en 3'. Dans un mode de realisation prefere de l'invention, les polynucleotides de la 
sequence genomique de SGS3 comprennent un polynucleotide choisi parmi les 
25 polynucleotides suivants: 

a) le polynucleotide de la SEQ ID NO. 1 , 

b) un polynucleotide comprenant au moins un exon de la SEQ ID NO. 1 ; 

c) un polynucleotide comprenant une combinaison d'exons de la SEQ ID NO. 1 . 
La presente invention concerne egalement un polynucleotide comprenant une 

30 sequence regulatrice en 5' ou en 3' du gene SGS3. Dans un premier mode de realisation, 
invention concerne un polynucleotide de regulation en 5' comprenant le polynucleotide 
dont la sequence est comprise entre la position 1 et la position 695 de la SEQ ID NO. 1 . 
Dans un deuxieme mode de realisation, l'invention concerne un polynucleotide de 
regulation en 3' comprenant le polynucleotide dont la sequence est comprise entre la 

35 position 2950 et la position 3275 de la SEQ ID NO. 1 . 

L'invention a egalement pour objet un promoteur du gene SGS3 d Arabidopsis 
thaliana. De preference, le promoteur du gene SGS3 comprend un polynucleotide dont la 
sequence est comprise entre la position 1 et la position 695 de la SEQ ID NO. 1. Dans un 
autre mode de realisation de l'invention, le promoteur du gene SGS3 comprend un fragment 



WO 01/05951 PCT/FROO/02052 

4 

biologiquement actif d'un polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 1 
et la position 695 de la SEQ ID NO. 1 . 

Par "fragment biologiquement actif on entend ci-dessus un polynucleotide ayant une 
activite promotrice et de preference une activite promotrice dans les plantes. Les 
5 techniques permettant d'etablir l'activite promotrice d'un polynucleotide sont bien connues 
de Thomme du metier. Ces techniques impliquent classiquement 1'utilisation d'un vecteur 
d'expression comprenant dans le sens de la transcription le polynucleotide a tester et un 
gene rapporteur (voir Sambrook et ah, Molecular Cloning : A Labratory Manual, 1989). 
L'mvention s'etend egalement aux polynucleotides comprenant un polynucleotide 
10 choisi parmi les polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide homologue a un polynucleotide dont la sequence est comprise entre la 
position 1 et la position 695 de la SEQ ID NO. 1, 

b) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective a un polynucleotide dont la 
sequence est comprise entre la position 1 et la position 695 de la SEQ ID NO. 1. 

15 De preference, ces polynucleotides ont une activite promotrice dans les cellules vegetales 
et les plantes. 

L'invention concerne aussi une sequence terminatrice du gene SGS3 d'Arabidopsis 
thaliana. De preference, la sequence terminatrice du gene SGS3 comprend un 
polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 2950 et la position 3275 de 
20 la SEQ ID NO. 1 . Dans un autre mode de realisation de l'invention, la sequence 
terminatrice du gene SGS3 comprend un fragment biologiquement actif d'un 
polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 2950 et la position 3275 de 
la SEQ ID NO. 1. 

L'invention concerne aussi des polynucleotides de l'ADNc de SGS3. De maniere 
~> 5 preferee, les polynucleotides de la sequence codante d'un gene SGS3 de plante 
comprennent des polynucleotides de la SEQ ID NO. 2. 

L'invention s'etend egalement aux polynucleotides comprenant un polynucleotide 
choisi parmi les polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide homologue a un polynucleotide selon la SEQ ID No. 1 ou la SEQ ID 
I No. 2; 

b) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective a un polynucleotide 
selon la SEQ ID No. 1 ou la SEQ ID No. 2. 

De preference, les polynucleotides homologues a un polynucleotide de reference ou 
sliybridant de maniere selective a un polynucleotide de reference conservent la fonction de 
la sequence de reference. Les polynucleotides de la presente invention codent de 
preference pour un polypeptide essentiel pour l'inactivation post-transcriptionnelle dans les 
plantes. Preferentiellement, les polynucleotides de la presente invention restaurent un 
mutant sgs3 d'Arabidopsis thaliana. Ces mutants et leur methode d'obtention sont decrits 
dans Elmayan et al. (Plant Cell, 10:1 747-1 757, 1 998). D'autres methodes permettant de 
construire des mutants d'Arabidopsis thaliana dans lesquels le gene SGS3 est inactive sont 
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bien connues de 1'homme du metier. Les methodes d'obtention de mutants d'Arabidopsis 
thaliana sont largement decrites dans la litterature. 

Par homologue " on entend selon Tinvention un polynucleotide presentant une ou 
plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence de reference. Ces 
5 modifications peuvent etre des deletions, des additions ou des substitutions d f un ou 

plusieurs nucleotides de la sequence de reference. De maniere avantageuse. le pourcentage 
d ? homologie sera d'au moins 70 %, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% et de preference d'au 
moins 98% et plus preferentiellement d'au moins 99% par rapport a la sequence de 
reference. Les methodes de mesure et d' identification des homologies entre les sequences 

10 d'acides nucleiques sont bien connues de I'homme du metier. On peut employer par 
exemple les programmes PILEUP ou BLAST (notamment Altschul et aL, J.Mol.EvoL, 
36:290-300, 1993; Altschul et aL, J.Mol.Biol., 215 :403-10, 1990). L'invention concerne 
done des polynucleotides comprenant des polynucleotides presentant au moins 70 %, 75%, 
80%. 85%, 90%, 95%, 98% et de preference au moins 98% et plus preferentiellement au 

15 moins 99% d'homologie avec les polynucleotides SGS3, les polynucleotides de la SEQ ID 
NO.l ou les polynucleotides de la SEQ ID NO. 2. De preference l'invention concerne un 
polynucleotide comprenant un polynucleotide d'au moins 50, 100, 200, 300, 400, 500, 
1000 nucleotides presentant au moins 70 %, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% et de 
preference au moins 98% et plus preferentiellement au moins 99% d'homologie avec les 

20 polynucleotides SGS3, les polynucleotides de la SEQ ID NO.l ou les polynucleotides de la 
SEQ ID NO. 2. De preference, ces homologues conservent la fonction de la sequence de 
reference. 

Par " sequence capable de s'hybrider de maniere selective on entend selon 
l'invention les sequences qui s'hybrident avec la sequence de reference a un niveau 
25 superieur au bruit de fond de maniere significative. Le niveau du signal genere par 

Tinteraction entre la sequence capable de s'hybrider de maniere selective et les sequences 
de reference est generalement 10 fois, de preference 100 fois plus intense que celui de 
Tinteraction des autres sequences d'ADN generant le bruit de fond. Les conditions 
d'hybridation stringentes permettant une hybridation selective sont bien connues de 

0 Thomme du metier. En general la temperature d'hybridation et de lavage est inferieure d'au 
moins 5°C au Tm de la sequence de reference aunpH donne et pour une force ionique 
donnee. Typiquement la temperature d'hybridation est d'au moins 30°C pour un 
polynucleotide de 15 a 50 nucleotides et d'au moins 60°C pour un polynucleotide de plus 
de 50 nucleotides. A titre d'exemple, 1'hybridation est realisee dans le tampon suivant: 6X 

5 SSC. 50 raM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.02% PVP, 0.02% Ficoll, 0.02% BSA, 
500 |ig/ml denatured salmon sperm DNA. Les lavages sont par exemple realises 
successivement a faible stringence dans un tampon 2X SSC, 0,1%SDS, a moyenne 
stringence dans un tampon 0,5X SSC, 01%SDS et a forte stringence dans un tampon 0.1X 
SSC, 0,1%SDS. L'hybridation peut bien entendu etre effectuee selon d'autres methodes 

0 usuelles bien connues de I'homme du metier (voir notamment Sambrook et al., Molecular 
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Cloning : A Labratory Manual, 1989). L'invention concerne done des polynucleotides 
comprenant un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective avec le 
polynucleotide de la SEQ ID NO.l ou le polynucleotide de la SEQ ID NO. 2. De 
preference, 1'invention concerne un polynucleotide comprenant un polynucleotide d'au 
moins 50, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 nucleotides capable de s'hybrider de maniere 
selective avec le polynucleotide de la SEQ ID NO.l ou le polynucleotide de la SEQ ID 
NO. 2. Preferentiellement, ces polynucleotides s'hybridant de maniere selective a un 
polynucleotide de reference conservent la fonction de la sequence de reference. 

La presente invention a egalement pour objet des polynucleotides antisens permettant 
Tinhibition de l'expression d'un gene SGS3 de plante. Les polynucleotides antisens 
s'hybrident specifiquement a l'ARNm d'un gene SGS3 de plante interferant ainsi avec 
l'expression de ce gene. Les techniques d'inhibition de l'expression d'une proteine par un 
polynucleotide antisens sont bien connues de Thomme du metier et largement decrites dans 
la litterature notamment par Judelson et al. (Gene, 133:63-69,1993) ainsi que par Prokish et 
al. (Mol.Gen.Genet. 256:104-114, 1997). 

Les polynucleotides antisens de la presente invention s'hybrident a l'ARNm d'un gene 
SGS3 de plante sur toute sa longueur ou seulement a une partie de l'ARNm d'un gene SGS3 
de plante. Les polynucleotides antisens de la presente invention peuvent etre parfaitement 
complementaires a l'ARNm d'un gene SGS3 de plante ou suffisamment homologues pour 
permettre 1'appariement et Tinhibition de l'expression d'un gene SGS3 de plante. 

La presente invention a done egalement pour objet des polynucleotides comprenant 
un polynucleotide antisens d'un gene SGS3 de plante et preferentiellement un 
polynucleotide antisens de la sequence codante du gene SGS3 de la SEQ ID NO. 2. 
Preferentiellement, les polynucleotides antisens de la presente invention sont derives d'un 
polynucleotide de la SEQ ID NO. 2. Selon un premier mode de realisation, les 
polynucleotides antisens de la presente invention comprennent le polynucleotide de la SEQ 
ID No.2. Selon un deuxieme mode de realisation, les polynucleotides antisens de la 
presente invention comprennent un fragment d'au moins 100 nucleotides, de preference 
d'au moins 500 nucleotides et preferentiellement d'au moins 1000 nucleotides de la SEQ ED 
NO.2. Selon un troisieme mode de realisation, les polynucleotides antisens de la presente 
invention comprennent un polynucleotide presentant au moins 85%, 90%, 95% et de 
preference au moins 98% et plus preferentiellement au moins 99% d'homologie avec un 
polynucleotide de la SEQ ID NO. 2. Selon un autre mode de realisation les 
polynucleotides antisens de la presente invention comprennent un polynucleotide 
presentant au moins 85%, 90%, 95% et de preference au moins 98% et plus 
preferentiellement au moins 99% d'homologie avec un fragment d'au moins 100 
nucleotides, de preference d'au moins 500 nucleotides et preferentiellement d'au moins 
1000 nucleotides de la SEQ ID NO.2. 

De preference, les polynucleotides antisens de la presente invention inhibent 
specifiquement l'expression d'un gene SGS3 chez les plantes. 



WO 01/05951 PCT7FR00/02O52 

Selon un mode de realisation prefere. les polynucleotide antisens de la presente 
invention sont exprimes dans les cellules vegetales ou les plantes a partir d'une cassette 
d'expression. 

La presente invention concerne F utilisation d'un polynucleotide ou d'un fragment 
d'un polynucleotide de la SEQ ID NO. 1 et de la SEQ ID NO. 2 selon finvention pour 
F identification du gene SGS3 dans d'autres plantes. Le clonage s'effectue par exemple par 
criblage de banques d , ADNc ou de banques d'ADN genomique avec un polynucleotide ou 
un fragment d'un polynucleotide de la SEQ ID NO. 1 et de la SEQ ID NO.2. Ces banques 
peuvent egalement etre cribles par PCR a 1'aide ^oligonucleotides specifiques ou 
degeneres derives de la SEQ ID NO.l ou de la SEQ ID NO.2. Les techniques de 
construction et de criblage de ces banques sont bien connues de l'homme du metier (voir 
notamment Sambrook et al., Molecular Cloning : A Labratory Manual, 1989). Des genes 
SGS3 de plante peuvent egalement etre identifies dans les bases de donnees par BLAST 
nucleotidique ou proteique a 1'aide des SEQ ID NO. 1-3. 

De preference, on verifie que les genes clones assurent la meme fonction que le gene 
SGS3 d'Arabidopsis thaliana par introduction des genes identifies dans des mutants SGS3 
et par test de restauration de reactivation post-transcriptionnelle (voir ci-dessous). 
L'invention a egalement pour objet des polynucleotides comprenant un polynucleotide 
codant pour un polypeptide selon l'invention. 

Polypeptides SGS3 

La presente invention concerne egalement des polypeptides SGS3. Le tenne 
"polypeptides SGS3" designe Tensemble des polypeptides de la presente invention ainsi 
que les polypeptides pour lesquels codent les polynucleotides de la presente invention. Le 
terme "polypeptides SGS3" designe egalement des proteines de fusion, des proteines 
recombinantes ou des proteines chimeres comprenant ces polypeptides. Dans la presente 
description le terme "polypeptide" designe egalement des proteines et des peptides ainsi 
que des polypeptides modifies. 

Les polypeptides de Tinvention sont isoles ou purifies de leur environnement naturel. 
Les polypeptides peuvent etre prepares au moyen de differents precedes. Ces procedes 
sont notamment la purification a partir de sources naturelles telles que des cellules 
exprimant naturellement ces polypeptides, la production de polypeptides recombinants par 
des cellules hotes appropriees et leur purification ulterieure, la production par synthese 
chimique ou, enfin, une combinaison de ces differentes approches. Ces differents procedes 
de production sont bien connus de Thomme du metier. Ainsi, les polypeptides SGS3 de la 
presente invention peuvent etre isoles a partir de plantes exprimant des polypeptides SGS3. 
De preference les polypeptides SGS3 de la presente invention sont isoles a partir 
d'organisme hotes recombinants exprimant un polypeptide SGS3 heterologue ou exprimant 
un polypeptide SGS3 naturel sous le controle d'un promoteur heterologue. Ces organismes 
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sont preferentiellement choisis parmi les bacteries, les levures, les champignons, les 
cellules animales , les cellules vegetales ou les plantes. 

La presente invention a pour objet un polypeptide de sequence SEQ ID NO.3 ainsi 
qu'un un polypeptide comprenant un polypeptide de sequence SEQ ID NO. 3. L'invention 
comprend egalement des polypeptides comprenant un fragment ou un homologue d'un 
polypeptide SGS3 et plus particulierement du polypeptide de la SEQ ID NO. 3. 

Le tenne "fragment" d f un polypeptide designe un polypeptide comprenant une partie 
mais pas la totalite du polypeptide dont il est derive. L'invention concerne un polypeptide 
comprenant un fragment d'au moins 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 acides amines d'un 
polypeptide de la SEQ ID NO.3. De preference, ces fragments conservent au moins une 
activite biologique du polypeptide dont ils sont derives. Preferentiellement, cette activite 
concerne 1'inactivation post-transcriptionelle chez les plantes. De maniere preferee, les 
polypeptides de la presente invention restaurent un mutant sgs3 SArabidopsis thaliana. 

Le terme "homologue" designe un polypeptide selon l'invention designe un 
polypeptide pouvant presenter une deletion, une addition ou une substitution d'au moins un 
acide amine. L'invention a pour objet un polypeptide presentant au moins 75%, 80%, 85%, 
90%, 95%, 98% et preferentiellement 99% d'acides amines identiques avec un polypeptide 
de la SEQ ID NO. 3. De preference, ces polypeptides homologues conservent la meme 
activite biologique. Preferentiellement, cette activite concerne 1'inactivation post- 
transcriptionelle chez les plantes. De maniere preferee, les polypeptides de la presente 
invention restaurent un mutant sgs3 d'Arabidopsis thaliana. 

Cassettes d'expression 

Le gene SGS3 peut etre exprime ou sur-exprime dans differents organismes hotes 
tels que les plantes. La presente invention concerne notamment la sur-expression du gene 
SGS3 dans les plantes ou les cellules vegetales pour ameliorer ieur resistance aux virus. 
Le gene SGS3 peut etre exprime dans un organisme hote sous le controle du promoteur 
SGS3 de la presente invention ou sous le controle d'un promoteur heterologue et de 
preference sous le controle d'un promoteur fonctionnel dans les plantes. Selon un mode de 
realisation de Tinvention, un polynucleotide codant pour un polypeptide SGS3 est insere 
dans une cassette d'expression en utilisant des techniques de clonage bien connues de 
lTiomme du metier. Cette cassette d'expression comprend les elements necessaires a la 
transcription et a la traduction des sequences codant pour le polypeptide SGS3. 
Avantageusement, cette cassette d'expression comprend a la fois des elements permettant 
de faire produire un polypeptide SGS 3 par une cellule hote et des elements necessaires a la 
regulation de cette expression. Dans un premier mode de realisation, les cassettes 
d'expression selon l'invention comprennent, dans le sens de la transcription, un promoteur 
fonctionnel dans un organisme hote, un gene SGS3 de plante ou la sequence codante d'un 
gene SGS3 de plante et une sequence terminatrice dans iedit organisme hote. Dans un 
autre mode de realisation, les cassettes d'expression selon l'invention comprennent, dans le 
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sens de la transcription, un promoteur fonctionnel dans un organisme hote, un 
polynucleotide codant pour un polypeptide SGS3 et une sequence terminatrice dans ledit 
organisme hole. Preferentiellement, la cassene d'expression compreni Hang l e sens de la 
transcription, un promoteur fonctionnel dans un organisme hote, un polynucleotide choisi 
parmi les polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotides codant pour un polypeptide SGS3 de la SEQ ID NO. 3, pour un 
homologue ou pour un fragment d'un polypeptide de la SEQ ID NO.3; 

b) un polynucleotide de la SEQ ID NO. 1 ; 

c) un polynucleotide de la SEQ ID NO. 2; 

d) un polynucleotide homologue a un polynucleotide tel que defini en b) ou c); 

e) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere specifique a un polynucleotide 
tel que defini en b) ou c); 

f) un polynucleotide comprenant un fragment d'un polynucleotide tel que defini en b), 
c), d) et e). 

et une sequence terminatrice dans ledit organisme hote. 

Dans un autre mode de realisation, les cassettes d'expression de la presente invention 
permettent 1'expression d'un polynucleotide antisens pour 1'inhibition de 1'expression du 
gene SGS3 dans une plante. Pour 1'expression d'un polynucleotide antisens dans une plante 
les cassettes d'expression selon l'invention comprennent, dans le sens de la transcription, un 
promoteur fonctionnel dans un organisme hote, un polynucleotide antisens de la sequence 
codante d'un gene SGS3 de plante et une sequence terminatrice fonctionnelle dans ledit 
organisme hote. De preference, les cassettes d'expression selon l'invention comprennent, 
dans le sens de la transcription, un promoteur fonctionnel dans un organisme hote, un 
polynucleotide antisens de la sequence codante du gene SGS3 de la SEQ ID NO. 2 et une 
sequence terminatrice fonctionnelle dans ledit organisme hote. Preferentiellement, les 
polynucleotides antisens de la presente invention sont exprimes sous le controle d r un 
promoteur inductible. 

Dans un mode de realisation prefere, l'invention a pour objet une cassette d'expression 
comprenant dans le sens de la transcription: 

a) un promoteur fonctionnel dans un organisme hote; et 

b) un polynucleotide SGS3 selon l'invention en orientation antisens ; et 

c) une sequence terminatrice dans ledit organisme hote. 

Le promoteur SGS3 peut etre utilise pour exprimer un gene heterologue dans un 
organisme hote et notamment dans les cellules vegetales ou dans les plantes. L'invention a 
done egalement pour objet des cassettes d'expression comprenant le promoteur d'un gene 
SGS3 de plante associe de maniere fonctionnelle a une sequence codant pour une proteine 
heterologue, permettant 1'expression de ladite proteine dans les cellules vegetales ou les 
plantes. Dans un mode de realisation, la cassette d'expression selon Tinvention comprend, 
dans le sens de la transcription, le promoteur SGS3 d'Arabidopsis thaliana, la sequence 
codante pour la proteine heterologue et une sequence terminatrice fonctionnelle dans les 
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cellules vegetales et les plantes. De preference, la cassette d'expression selon 1'invention 
comprend, dans le sens de la transcription, un polynucleotide dont la sequence est 
comprise entre la position 1 et la position 695 de la SEQ ID NO. 1 ou un fragment 
biologiquement actif du polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 1 et 
5 la position 695 de la SEQ ID NO. 1, la sequence codant pour un polypeptide heterologue et 
une sequence terminatrice fonctionnelle dans les celluies vegetales et les plantes. 

Les cassettes d'expression, selon la presente invention, peuvent en outre inclure toute 
autre sequence necessaire a l'expression du gene d'interet, comme par exemple des 
elements de regulation ou des sequences signal permettant l'adressage du polypeptide 
10 d'interet 

Les techniques de construction de ces cassettes d'expression sont largement decrites 
dans la litterature (voir notamment Sambrook et al., Molecular Cloning : A Labratory 
Manual, 1989). 

La presente invention a egalement pour objet un polynucleotide comprenant une 
1 5 cassette d'expression selon l'invention et notamment un vecteur comprenant une cassette 
d'expression selon l'invention. 

Avantageusement les cassettes d'expression selon la presente invention sont inserees 
dans un vecteur pour leur replication ou pour la transformation d'un organisme hote. 
Certains elements des cassettes d'expression selon l'invention sont illustres ci- 
20 dessous a titre non limitatif. 
Promoteurs 

Tout type de sequence promotrice peut etre utilisee dans les cassettes d'expression 
selon Tinvention. Le choix du promoteur dependra notamment de l'organisme hote choisi 
pour l'expression du gene d'interet. La presente invention concerne plus particulierement la 

25 transformation des plantes. Le choix du promoteur utilise dans la cassette d'expression 
determine l'expression temporelle et spatiale du gene d'interet. Certains promoteurs 
permettent une expression specifique dans certains tissus de la plante (racines, feuilles ou 
graines par exemple) ou dans certaines cellules de la plante. Certains promoteurs 
permettent une expression constitutive alors que d'autres promoteurs sont au contraire 

30 inducibles. Comme sequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser 
toute sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en 
particulier un promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, comme par 
exemple des promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou vegetaie ou encore 
des promoteurs dits lumiere dependants comme celui d'un gene de la petite sous-unite de 

35 ribulose- biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) de plante ou tout promoteur convenable 
cr/mu pouvant etre utilise. Parmi les promoteurs d'origine vegetaie on citera les 
promoteurs d'histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le promoteur 
d'actine de riz (US 5,641,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de plante, on 
citera celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur du 

40 circovims (AU 689 311 ). On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice 
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specifique de regions ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des 
promoteurs specifiques des graines ( Datla et al., Biotechnology Ann. Rev. 3:269-296, 
1997). On peut egalement employer un promoteur inductible avantageusement choisi 
parmi les promoteurs de phenylalanine ammoniac lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase 
5 (HMG), de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs de proteinase (PI), de genes de la 

famille PR1, de la nopaline synthase (nos) ou du gene vspB (US 5 670 349), le promoteur 
HMG2 (US 5 670 349), le promoteur de la beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou le 
promoteur de r amino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme (WO 
98/45445). 

10 On pourra egalement utiliser le promoteur du gene SGS3 d'Arabidopsis thaliana. 

Sequences de regulation de l'expression 

Dans les cassettes d' expression de la presente invention on peut utiliser toute 
sequence de regulation permettant d'augmenter le niveau d'expression de la sequence 
codante inseree dans ladite cassette depression. Selon Tinvention. on peut notamment 

15 utiliser, en association avec la sequence de regulation promotrice. d'autres sequences de 
regulation, qui sont situees entre le promoteur et la sequence codante, telles que des 
activateurs de transcription ("enhancer"). Parmi les sequences leader derivees de virus on 
citera par exemple i'activateur du virus de la mosai'que du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou Tactivateur du virus etch du tabac (TEV). Differentes 

20 sequences derivees d'introns de plantes peuvent egalement etre utilisees pour augmenter le 
niveau d' expression du gene d'interet notamment chez les plantes monocotyledones. On 
citera par exemple l'intron I du gene de mais AdhI (Callis et aL, Genes Develop., 1:1 183- 
1200, 1987). 
Sequences terminatrices 

25 Une grande variete de sequences terminatrices sont utilisables dans les cassettes 

d 1 expression selon l'invention. Ces sequences permettent la terminaison de la transcription 
et la polyadenylation de TARNm. Toute sequence terminatrice fonctionnelle dans 
Torganisme hote selectionne peut etre utilisee. Pour l'expression dans les plantes on peut 
notamment utiliser le terminateur nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore des 

30 sequences terminatrices d'origine vegetale, comme par exemple le terminateur d'histone 
(voir EP 0 633 317), le terminateur CaMV 35 S et le terminateur tml. Ces sequences 
terminatrices sont utilisables dans les plantes monocotyledones et dicotyledones. 

La sequence terminatrice du gene SGS3 SArabidopsis thaliana est un autre 
exemple de sequence terminatrice utilisable dans les cassettes d'expression selon 

35 l'invention. 

Genes heterologues 

Tout gene d'interet peut etre exprime dans un organisme hote sous le controle d'un 
promoteur SGS3. De preference, le promoteur SGS3 est utilise pour l'expression d'un gene 
heterologue dans des cellule de plante ou dans une plante. Les genes d'interet pouvant etre 
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exprimes dans les plantes sous le controle d'un promoteur SGS3 sont plus largement 
illustres ci-dessous. 



Vecteurs 

5 La presente invention concerae egalement des vecteurs de transformation ou 

d'expression comprenant au moins un polynucleotide SGS3 ou une cassette d'expression 
selon la presente invention. Les vecteurs de la presente invention sont notamment utilises 
pour transformer un organisme hote et pour exprimer un polypeptide SGS3 ou un 
polynucleotide SGS3 dans ledit organisme hote. L'organisme hote est par exemple une 

1 0 bacterie, une levure, un champignon, une cellule de plante ou une plante. Ce vecteur peut 
notamment etre constitue par un plasmide, un cosmide, un bacteriophage ou un virus dans 
iequel est insere un polynucleotide SGS3 ou une cassette d'expression selon 1'invention. De 
maniere generale, tout vecteur capable de se maintenir, de s'autorepliquer ou de se propager 
dans une cellule hote afin d'induire l'expression d'un polynucleotide ou d'un polypeptide 

1 5 peut etre utilise. 

Les techniques de construction de ces vecteurs et les techniques d'insertion d'une 
sequence appropriee dans ces vecteurs sont largement decrites dans la Iitterature (voir 
notamment Sambrook et ah, Molecular Cloning : A Labratory Manual, 1989). 

Avantageusement, les vecteurs selon l'invention comprennent au moins une origine 
20 de replication. De maniere preferee, les vecteurs de l'invention comprennent egalement au 
moins un marqueur de selection et de preference un marqueur de selection utilisable dans 
les cellules vegetales ou dans les plantes. Parmi les marqueurs de selection, on peut citer 
les genes de resistance aux antibiotiques tel que le gene nptll pour la resistance a la 
kanamycine (Bevan et al., Nature 304:1 84-1 87, 1983) et le gene hph pour la resistance a 
l'hygromycine (Gritz et al., Gene 25:179-188, 1983). On citera egalement les genes de 
tolerance aux herbicides tel que le gene bar (White et al., NAR 18:1062, 1990) pour la 
tolerance au bialaphos, le gene EPSPS (US 5,188,642) pour la tolerance au glyophosate ou 
encore le gene HPPD (WO 96/38567) pour la tolerance aux isoxazoles. On pourra 
egalement utiliser les genes codant pour des enzymes rapporteurs facilement identifiables 
comme 1' enzyme GUS ou des genes codant pour des pigments et des enzymes regulant la 
production de pigments dans les cellules transformers. De tels genes marqueurs de 
selection sont notamment decrits dans les demandes de brevet EP 242 236, EP 242 246, 
GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

Avantageusement, ces vecteurs sont utilises pour la transformation d'un organisme 
hote. L'homme du metier choisira les vecteurs de transformation appropries notamment en 
fonction de T organisme hote a transformer et en fonction de la technique de transformation 
mise en oeuvre. 

Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira notamment 
d'un virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et 
contenant en outre ses propres elements de replication et d'expression. De maniere 
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preferentielle, le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon 
V invention est un plasmide. 

De nombreux vecteurs ont ete developpes pour la transformation des plantes avec 
Agrobactehum tumefaciens. D'autres vecteurs sont utilises pour les techniques de 
5 transformation ne reposant pas sur l'utilisation $ Agrobacterium. Ces vecteurs sont bien 
connus de I'homme du metier et largement decrits dans la litterature. 



Transformation 

L'invention a encore pour objet un precede de transformation des organismes hotes, 

1 0 en particulier des cellules vegetales avec un polynucleotide SGS3, une cassette ^expression 
ou un vecteur de transformation ou d r expression selon 1'invention. 

Selon la presente invention la transformation de l'organisme hote peut etre obtenue 
par tout moyen connu approprie, les techniques de transformation et notamment de 
transformation des plantes sont amplement decrites dans la litterature specialisee. Pour les 

15 precedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera 
notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, US 
5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 
4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, US 
5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5.489,520, US 

20 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 
563, EP 674 725, WO 91/02071, WO 95/06128 et WO 99/19497. 

Certaines techniques utilisent Agrobacterium notamment pour la transformation des 
dicotyledones. Une serie de methodes consistent a utiliser comme moyen de transfert Hanc 
la plante un gene chimere insere dans un plasmide Ti d! Agrobacterium tumefaciens ou Ri 

25 d % Agrobacterium rhizogenes. D'autres methodes consistent a bombarder des cellules, des 
protoplastes ou des tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences 
d'ADN. D'autres methodes peuvent egalement etre utilisees telles que la micro-injection 
ou 1'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. 

L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature 

30 de Forganisme hote, en particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

Organismes botes 

La presente invention conceme egalement un organisme hote transforme avec un 
polynucleotide SGS3 9 une cassette d'expression ou un vecteur selon 1'invention. 

35 Par organisme hote, on entend en particulier selon 1'invention tout organisme mono 

ou pluricellulaire, inferieur ou superieur, en particulier choisi parmi les bacteries, les 
levures, les champignons ou les cellules vegetales et les plantes. De maniere avantageuse, 
les bacteries sont choisies parmi Escherichia coli, les levures sont choisies parmi Pichia 
pastoris et Saccharomyces cerevisae, les champignons sont choisis parmi Aspergillus 

40 niger. De maniere preferentielle, Torganisme hote est une cellule vegetale ou une plante. 
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Par "cellule vegetale", on emend selon Finvention toute cellule issue d'une plante et 
pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus differencies tels que 
des embryons, des parties de plantes. des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon Finvention, tout organisme multicellular differencie 
5 capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, plus 
particulierement des plantes de culture destinees ou non a F alimentation animale ou 
humaine. comme le mais. le ble, l'orge, le sorgho, Ie colza, le soja, le riz. la canne a sucre, 
la betterave, le tabac, ie coton, le trefle, la lentille d'eau (lemnae) etc. 

Selon un mode particulier de realisation de Finvention, Forganisme hote comprend 
1 0 au moins un autre gene heterologue codant pour un peptide, un polypeptide ou une proteine 
d'interet. Le polynucleotide comprenant un polynucleotide SGS3 selon l'invention et le ou 
les autres genes heterologies peuvent avoir ete introduits dans Forganisme hote 
simultanement au moyen d'un meme vecteur les comprenant, ou au moyen de plusieurs 
vecteurs. ou de maniere sequentielle au moyen de plusieurs vecteurs. ou encore par 
1 5 croisement de plusieurs organismes hotes. chacun comprenant un gene heterologue. 

Par gene heterologue, on entend selon T invention tout gene introduit de maniere 
artificielle dans Forganisme hote, et plus particulierement integre de maniere artificielle 
dans son genome, les methodes permettant cette introduction ou integration pouvant etre 
celles decrites precedemment, le contenu des references citees etant incorpore ici par 
20 reference. 

Le gene heterologue, autre que les polynucleotides SGS3 selon Finvention. peut etre 
un gene comprenant une sequence codante et les elements de regulation en 5' et 3' de 
ladite sequence codante non modifies par rapport au gene naturel, reintroduit de maniere 
artificielle dans le genome d'un organisme hote pouvant etre de la meme espece que celui 
25 d'ou le gene a ete isole, ou d'une espece differente. Le gene heterologue peut egalement 
etre un gene chimere ou une cassette d'expression comprenant une sequence codante 
d'origine. vegetale, bacterienne. fongique, virale ou animale, sous le controle d'elements 
de regulation fonctionneis dans Forganisme hote, differents de ceux naturellement lies 
fonctionnellement a la sequence codante. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees telles que definies ci-dessus, en particulier les plantes regenerees a partir des 
cellules transformees et leur descendance. La regeneration est obtenue par tout procede 
approprie qui depend de la nature de l'espece, comme par exemple decrit dans les 
references ci-dessus. 

La presente invention concerne aussi les plantes genetiquement modifiees dans le 
genome desquelles un polynucleotide SGS3 ou une cassette d'expression selon Tinvention 
sont integres de maniere stable et transmissible par reproduction sexuee. 

La presente invention concerne egalement des plantes obtenues par croisement des 
plantes regenerees ci-dessus avec d'autres plantes. Elle concerne aussi les graines de 
plantes transformees. 
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Mutants ses3 

L'invention conceme egalement des mutants sgs3 dans lesquels le gene SGS3 est 
inactive. L'inactivation de ce gene conduit a l'inhibition des phenomenes deactivation 
5 post-transcriptionnelle chez ces mutants. 

L'inactivation du gene SGS3 dans les plantes peut etre obtenue au moyen de differentes 
techniques de mutagenese, de mutagenese dirigee, de "gene machine" ou par des 
techniques de recombinaison homologue (Kempin, S.A.et al., Targeted disruption in 
Arabidopsis, Nature 389:802-803, 1997). Ces techniques sont bien connues de rhomme du 

10 metier. Parmi les techniques de mutagenese on citera les techniques de mutagenese 
chimique. On citera egalement les techniques de mutagenese utilisant des elements 
transposables permettant l'inactivation de genes par insertion. Lorsque les techniques de 
mutagenese utilisees ne permettent pas de specifiquement inactiver le gene SGS3, les 
mutants obtenus sont cribles pour identifier les mutants affectes dans le gene SGS3, Ce 

1 5 criblage peut etre un criblage phenotypique ou un criblage base sur Tamplification et le 

sequen?age du gene SGS3 dans les mutants selon des techniques decrites dans la litterature. 
Parmi les techniques de mutagenese dirigee on citera la chimeraplasty (US 6,010,907). 

Dans un mode de realisation particulier de rinvention des mutants sont obtenus selon le 
procede decrit par Elmayan et al. (Plant Cell, 10:1747-1757, 1998) par traitement de 

20 graines avec une solution d'EMS (ethyl methanesulfonate) a 0,4%. Les mutants sont 

ensuite analyses pour identifier les mutants affectes dans le gene SGS3. Ce criblage peut 
par exemple s'effectuer par PCR. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation de mutants SGS3 pour 
Tidentification de genes SGS3 dans d'autres especes vegetales telles que par exemple le 

25 tabac. le colza, le tournesol, le soja, le coton, le riz, le mais, le sorgho, Torge ou le ble. Les 
homologues fonctionnels de SGS3 chez d'autres especes sont identifies par 
complementation des mutants sgs3 selon rinvention. Un polynucleotide qui restaure le 
phenotype sauvage deactivation post-transcriptionnelle est clone. La sequence de ce 
polynucleotide est ensuite determinee afin d'identifier les elements constitutifs du gene 



Inhihition/In activation de SGS3 et expression de genes heterolognes dans les plantes 

Le developpement des techniques de transferts genetiques a permis Texpression de 
genes dans les plantes notamment en vue de Tamelioration de leur proprietes 

35 agronomiques ou pour la production de proteines d'interet. Cependant, les phenomenes 
deactivation post-transcriptionnelle constituent un obstacle important a la stabilite de 
l'expression des transgenes dans les plantes. Ces phenomenes de suppression de 
Texpression du transgene sont particulierement frequents dans le cadre de transgenes 
fortement exprimes. La presente invention concerne un nouveau gene de plante SGS3. 

40 L'inhibition ou Tinactivation de ce gene SGS3 dans les plantes provoquent une inhibition 



30 



clone. 
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du phenomene d'inactivation post-transcriptionnelle et permet done d'obtenir des plantes 
dans lesquelles 1'expression des genes heterologues est plus stable ainsi que des plantes 
dans lesquelles le niveau d'expression des genes heterologues est plus eleve. 
Inactivation/inhibition du gene SGS3 dans les plantes 
5 Dans un premier mode de realisation l'invention concerne un procede pour exprimer 
un gene heterologue dans une plante caracterise en ce qu'il comprend la transformation de 
la plante avec le gene heterologue et I'inhibition de 1'expression du gene SGS3 dans ladite 
plante. 

De preference, l'invention concerne un procede pour exprimer un gene heterologue 
10 dans une plante caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) on transforme ladite plante avec ledit gene heterologue; et 

b) on inhibe 1'expression d f un polynucleotide SGS3 selon l'invention dans ladite plante. 

Preferentiellement. I'inhibition de 1'expression du gene SGS3 comprend la - 
transformation de la plante avec un polynucleotide comprenant un polynucleotide choisi 
1 5 parmi les polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide antisens de la sequence codante d'un gene SGS3 de plante; 

b) un polynucleotide antisens de la sequence codante du gene SGS3 de la SEQ ID 
NO.2; 

c) une cassette d'expression comprenant, dans le sens de la transcription, un promoteur 
20 fonctionnel dans un organisme bote, un polynucleotide tel que defini en a) ou b) et une 

sequence terminatrice fonctionnelle dans ledit organisme hote. 

Dans un autre mode de realisation l'invention concerne un procede pour exprimer un gene 
heterologue dans une plante caracterise en ce qu'il comprend la transformation de la plante 
avec le gene heterologue et Tinactivation de 1'expression du gene SGS3 dans ladite plante. 
25 L'invention a egalement pour objet un procede pour exprimer un gene heterologue dans 
une plante comprenant les etapes suivantes: 

a) on transforme ladite plante avec ledit gene heterologue; 

b) on inactive 1'expression d' un polynucleotide SGS3 selon l'invention dans ladite plante. 

Dans le cadre de la presente invention il est bien entendu que l'etape d'inactivation 
30 ou d'inhibition du gene SGS3 de plante et l'etape de transformation de la plante avec un 
gene heterologue peuvent etre realises simultanement sur une meme plante ou de maniere 
sequentielle ou encore par croisements de plusieurs plantes. Les procedes selon l'invention 
peuvent done egalement comprendre des etapes de regeneration des plantes, de 
multiplication asexuee ou de croisements des plantes. 
35 Genes heterologues 

Differents genes heterologues d'interet peuvent etre exprimes dans les plantes dans 
lesquelles 1'expression du gene SGS3 est inhibe ou inactive. De preference, le gene 
heterologue code pour des peptides, des proteines ou des enzymes. II peut s'agir de 
proteines rapporteurs, des marqueurs de selection ou de peptides ou de proteines d'interet 

/ 
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conferant a Forganisme hote de nouvelles proprietes, plus particulierement de nouvelles 
proprietes agronomiques pour les plantes transformees. 

Parmi les genes conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes 
transformees, on peut citer les genes conferant une tolerance a certains herbicides, ceux 
conferant une resistance a certains insectes, ceux conferant une tolerance a certaines 
maladies, etc. De tels genes sont notamment decrits dans les demandes de brevet WO 
91/02071 et WO 95/06128. 

Parmi les genes conferant une tolerance a certains herbicides, on peut citer le gene 
Bar conferant une tolerance au bialaphos, le gene codant pour une EPSPS appropriee 
conferant une resistance aux herbicides ayant 1'EPSPS comme cible comme le glyphosate 
et ses sels (US 4,535,060, US 4,769,061, US 5,094,945, US 4,940,835. US 5,188.642, US 
4,971,908, US 5,145,783, US 5,310,667, US 5,312,910, US 5,627,061. US 5,633.435, FR 
2 736 926), le gene codant pour la glyphosate oxydoreductase (US 5,463,175), ou encore 
un gene codant pour une HPPD conferant une tolerance aux herbicides ayant pour cible 
THPPD comme les isoxazoles, notamment Tisoxafutole (FR 95 06800. FR 95 13570), les 
dicetonitriles (EP 496 630, EP 496 63 1) ou les tricetones, notamment la sulcotrione (EP 
625 505, EP 625 508, US 5,506,195). De tels genes codant pour une HPPD conferant une 
tolerance aux herbicides ayant pour cible 1'HPPD sont decrits dans la demande de brevet 
WO 96/38567. 

Parmi les proteines d'interet conferant de nouvelles proprietes de resistance aux 
insectes, on citera plus particulierement les proteines Bt largement decrites dans la 
litterature et bien connues de I'homme du metier. On citera aussi les proteines extraites de 
bacteries comme Photorabdus (WO 97/17432 & WO 98/08932). 

Parmi les proteines ou peptides d'interet conferant de nouvelles proprietes de 
resistance aux maladies on citera notamment les chitinases, les glucanases. l'oxalate 
oxydase, toutes ces proteines et leurs sequences codantes etant largement decrites dans la 
litterature, ou encore les peptides antibacteriens et/ou antifongiques. en particulier les 
peptides de moins de 100 acides amines riches en cysteines comme les thionines ou 
defensines de plantes, et plus particulierement les peptides lytiques de toutes origines 
comprenant un ou plusieurs ponts disulfides entre les cysteines et des regions comprenant 
des acides amines basiques, notamment les peptides lytiques suivants : Tandroctonine (WO 
97/30082 et PCT/FR98/01814, deposee le 18 aout 1998) ou la drosomicine 
(PCT/FR98/01462, deposee le 8 juillet 1998). 

Selon un mode particulier de realisation de V invention, la proteine ou peptide 
d'interet est choisi parmi les peptides eliciteurs fongiques, en particulier les elicitines 
(Kamoun & al., 1993 ; Panabieres & al., 1995). 

On peut egalement citer les genes modifiant la constitution des plantes modifiees, en 
particulier la teneur et la qualite de certains acides gras essentiels (EP 666 91 8) ou encore 
la teneur et la qualite des proteines, en particuliers dans les feuilles et/ou les graines 
desdites plantes. On citera en particulier les genes codant pour des proteines enrichies en 
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acides amines soufres (Korit et al., Eur. J. Biochem. 195:329-334, 1991 ; WO 98/20133 ; 
WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 94/20828 ; WO 92/14822). Ces proteines enrichies 
en acides amines soufres aurom egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine 
et/ou la methionine excedentaire, permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite 
lies a une surproduction de ces acides amines soufres en les piegeant. On peut citer 
egalement des genes codant pour des peptides riches en acides amines soufres et plus 
particulierement en cysteines, les dits peptides ayant egalement une activite antibacterienne 
et/ou antifongique. On citera plus particulierement les defensines de plantes, de meme que 
les peptides lytiques de toute origine, et plus particulierement les peptides lytiques 
suivants: randroctonine (WO 97/30082 et PCT/FR98/01814, deposee le 18 aout 1998) ou 
la drosomicine (PCT/FR98/01462, deposee le 8 juillet 1998). 

Les organismes hotes de la presente invention peuvent egalement etre utilises pour la 
production de proteines d'interet dans les plantes ou "molecular farming". En effet 
Tinvention concerne notamment des plantes transformees permettant d'obtenir des niveaux 
d'expressions de genes heterologues plus eleves. Parmi les proteines d'interet on citera 
notamment les peptides et les proteines de mammiferes. La production 
d'immunoglobulines (US 5,990,385; US 5,639,947, 5,959,177) et d'interferon (US 
4,956,282) ont par exemple ete decrits dans les plantes. 

Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans les exemples sont 
donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectue parmi les differentes 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce choix n'a aucune incidence sur la 
qualite du resultat et par consequent, toute methode adaptee peut etre utilisee par Thomme 
de l'art pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes d'ingenierie des fragments 
d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 2, 
Ausubel F.M. et al ou dans Sambrook et al 1989. 
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Description des figures 



FIGURE 1 : Mutants sgs3 

5 

Exemoles 



Exemple 1 

Isolement et identification du gene SGS3 Arabidopsis 
1 0 Le mutant SGS3 (affecte dans le gene SGS3) a ete obtenu a partir du meme protocole 

experimental que celui ayant permis 1'isolement des mutants sgsl et sgs2 (Elmayan et al., 
Plant Cell 10:1747-1757, 1998). La lignee de depart etait la lignee LI. LI est une lignee 
transgenique obtenue par transformation de plantes de l'ecotype Columbia par la 
construction 23b (Elmayan et Vaucheret, Plant J. 9:787-797, 1996). La lignee LI ne 

15 comporte qu'un seul locus transgenique. L'activite glucuronidase dans la lignee LI est de 
4000 nmol de 4-methylumbelIiferone par minute et par microgramme de proteines totales 
dans les premiers jours du developpement. Cette activite decroit ensuite tres rapidement 
pour devenir inferieure a 5 nmol de 4-methylumbelliferone par minute et par microgramme 
de proteines totales 1 1 jours apres la germination. L'inactivation de 1'expression du 

20 transgene 35S-uidA est post-transcriptionnelle, ainsi que Font demontre les experiences de 
"run-on" mettant en evidence une forte transcription du transgene 35S-uidA dans les 
plantes LI montrant une tres faible activite GUS (Elmayan et al., Plant Cell 10:1747-1757, 
1998). Pour 1'obtention de plantes mutantes de la lignee LI, 3000 graines de la lignee LI 
ont ete imbibees 16 heures dans une solution d'EMS (ethyl methanesulfonate) a 0.4%. Les 

25 graines ont ensuite ete semees et les plantes obtenues ont ete cultivees en serre jusqu'a 

obtenir des graines d'autofecondation. Celles-ci ont ete a nouveau semees en serre et dan* 
les plantes obtenues, l'activite GUS a ete mesuree 1 mois apres la germination. Les plantes 
presentant une activite elevee a ce stade ont ete a la fois croisees avec des plantes de 
l'ecotype Columbia (pour verifier que le locus transgenique reste sensible a l'inactivation 

30 post-transcriptionnelle), retrocroisees avec la lignee LI (pour evaluer I'etat de recessivite vs 
dominance des mutations obtenues) et croisees entre elles (pour classer les differents 
mutants obtenus en groupe de complementation, chaque groupe definissant un gene). 6 
mutants independants sgs3 ont ainsi ete isoles. Ces 6 mutations sont recessives. L'activite 
GUS dans ces 6 lignees mutantes, 1 mois apres germination, est comprise entre 2500 et 

35 3500 nmol de 4-methylumbelliferone par minute et par microgramme de proteines totales. . 
L'activite GUS dans ces lignees mutantes, 1 mois apres germination, est comprise entre 
2500 et 3500 nmol de 4-methylumbelliferone par minute et par microgramme de proteines 
totales. Pour confirmer que les mutations sgs3 affectent 1'expression du transgene 35S- 
GUS au niveau transcriptional, l'activite GUS, Taccumulation de 1'ARNm et le taux de 

40 transcription ont ete mesures par des tests fluorimetriques, par 1'analyse de blots d'ARNm 
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et pa' -"es experiences de "run-on". L'activite GUS est multipliee par un facteur de 300 
dans , mutants sgs2 par rapport a la lignee LI alors que 1'accumulation de l'ARNm est 
multipliee par un facteur de 250. Le taux de transcription n'est que multiplie par un facteur 
de 2.6 par rapport a la lignee LI . Pour verifier que les mutations sgs33 protegeaient de 
5 l'inacuvation post-transcriptionnelle d'un autre gene que le gene uidA, un des mutants sgs3 
(nomme sgs3-2) a ete croisee avec la lignee 2a3 (Elmayan et al.. Plant Cell 10: 1747-1757, 
1998). La lignee 2a3 est une lignee transgenique d'Arabidopsis thaliana resultant de la 
transformation d'une plante de l'ecotype Columbia par la construction 2a (Elmayan et al., 
Plant Cell 10:1747-1757, 1998) contenant la partie transcrite du gene NIA2 d'Arabidopsis 
1 0 codant la nitrate reductase sous le controle du promoteur 35S et le gene de resistance a 
1'hygromycine hpt. Toutes les plantes de la lignee 2a3 homozygotes pour la construction 
2a presentent une inactivation post-transcriptionnelle des genes Nia2 (transgeniques et 
endogenes) conduisant a la chlorose de la plante puis a sa mort. Lorsque le locus 
transgenique 2a3 est a 1'etat heterozygote. seule une partie des plantes subissent 
15 l'inactivation post-transcriptionnelle. Le stade a laquelle se met en place cette inactivation 
est variable d'une plante a l'autre. Chez certaines plantes l'inactivation est suffisamment 
tardive pour permettre la production de pollen et de graines. Les plantes hybrides issues du 
croisement entre le mutant sgs3-2 et la lignee 2a3 ont ete cultivees en serre et les graines 
d'autofecondation ont ete recoltees. Celles-ci ont ete semees en serre et les plantes obtenues 
20 ne presentant pas de chlorose ont ete conservees pour recolter leur graines 

d'autofecondation. Nous avons alors seme les differents lots de graines sur un milieu 
gelose contenant 20mg/l d'hygromycine. Parmi ceux-ci, certains ne donnaient que des 
plantes resistantes a 1'hygromycine et ne montrant aucun signe de chlorose tout au long de 
leur developpement. Parmi ces lignees resistantes a l'inactivation post-transcriptionnelle 
5 des genes de nitrate reductase, certaines etaient egalement homozygotes pour la 

construction 23b. Nous avons egalement montre que les plantes de toutes ces lignees 
presentaient une activite GUS elevee tout au long de leur developpement. Ces resultats 
montrent done que la mutation sgs3, non seulement protege de l'inactivation post- 
transcriptionnelle du transgene 25S-uidA mais egalement des transgenes et genes 
0 endogenes NIA2. Certaines de ces lignees resistantes a l'inactivation post- 
transcriptionnelle des genes de nitrate reductase et homozygote pour le locus 2a3 ne 
possedaient plus la construction 23b. Ces plantes ont ete nominees SGS3-2 2a3. 

Afin de determiner le role biologique du gene correspondant aux mutations sgs3> des 
mutant sgs3-l ont ete inoculees avec le virus de la mosaique du concombre (CMV) souche 
5 II 7F. Sur les plantes sauvages, l'infection par cette souche virale conduit a des plantes 
dont le developpement est plus lent et alteree: feuilles de la rosette plus petites, hampe 
florale longue mais tres souple, fertilite reduite mais non nulle. Chez les mutants sgs3-l, 
l'infection par cette souche virale conduit a une alteration accrue du developpement : les 
plantes ont un port particulierement buissonant, les feuilles de la rosette sont petites et 
0 vrillees, la hampe florale atteint en fin de developpement une taille de l'ordre de 5 cm, les 
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plantes sont completement steriles. Ces experiences montrent done que le gene 
correspondant aux mutations sgs3 permet de lirniter les effets negatifs sur le 
developpement causes par Tinfection du virus CMV. 

Deux mutants sgs3-l et sgs3-2 ont ete croisees avec des plantes de l'ecotype 
5 Landsberg. Sur ces plantes hybrides (Fl) resultant de ces croisements, les graines 
d'autofecondation ont ete recoltees. Ces graines ont ete semees in vitro sur un milieu 
gelose contenant 50 mg/1 de kanamycine afm de selectionner les plantes (F2) possedant le 
transgene 23b. Ces plantes resistantes a la kanamycine ont ete repiquees et cultivees en 
serre. L'activite GUS dans ces plantes a ete mesuree a differents stades de leur 

1 0 developpement. Seules les plantes presentant une activite GUS elevee tout au long du 
developpement (et done homozygote pour la mutation sgs3) ont ete conservees et les 
graines d'autofecondation ont ete recoltees. 120 lignees F2 homozygotes pour la mutation 
sgs3-\ (lignees F2-1) et 90 lignees F2 homozygotes pour la mutation sgs3-2 (lignees F2-2) 
ont ete ainsi obtenues. Les graines d'autofecondation de chacune de ces lignees ont ete 

15 semees en serre et pour chaque lignee un pool de plantes a ete recolte afin d'en extraire 
1'ADN. Ces ADN ont ete utilises pour localiser les mutations sgs3 sur le genome 
(MArabidopsis. La localisation initiale a ete realise grace aux lignees F2-1 . Les lignees F2- 
2 nous ont ensuite permis de verifier que la mutation sgs3-2 etait localisee dans la memc 
region du genome que la mutation sgs3-l. Ces analyses ont montre que les mutations sgs3 

20 etaient situees entre les marqueurs moleculaires 13H2L et 3B3D. Le polymorphisme 
correspondant au marqueur moleculaire 13H2L a ete revele par Thybridation (de type 
Southern blot) de 1'ADN total de plantes d'Arabidopsis^ digere par 1'enzyme de restriction 
Hindlll, par un fragment d'ADN radioactif correspondant a 1'extremite gauche du 
chromosome artificiel de levure (YAC) 13H2 (sonde 13H2L). Le polymorphisme 

25 correspondant au marqueur moleculaire 3B3D a ete revele par I'hybridation (de type 

Southern blot) de 1'ADN total de plantes d T Arabidopsis, digere par Tenzyme de restriction 
Hindlll, par un fragment d'ADN radioactif correspondant a l'extremite droit du YAC 3B3 
(sonde 3B3). 

Par hybridation moleculaire de type Southern sur une membrane sur laquelle a ete 
30 transferee TADN d'une banque de chromosome artificiel de bacteries (BAC IGF) par les 
fragment d'ADN radioactif correspondant aux sondes 1 3H2L et 3B3D, nous avons pu 
determiner que ces 2 fragments d'ADN hybridaient sur un meme BAC : le BAC F20I20. 
Ces resultats montrent done que les mutations sgs3-l et sgs3-2 affectaient une sequence 
d'ADN comprise dans le BAC F20I20. 
35 De 1'ADN du BAC F20I20 a ensuite ete purifie. II a ete partiellement digere par 

1'enzyme de restriction Sau3AL Les fragments d'ADN resultant ont ete clones au site 
BamHI de 1'ADN de transfert du plasmide binaire (permettant la transformation de plantes 
via Agrobacterium) pBin+. Les plasmides resultant ont ete introduit dans E coli puis dans 
la souche $ Agrobacterium tumefaciens C58pMP90. Les souches bacteriennes resultantes 
40 ont ete utilisees pour transformer des plantes des lignees sgs3-2 2a3. La souche 
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bacterienne 356 a permis d'obtenir 20 lignees transgeniques. Parmi ces 20 lignees. 19 ont 
montre des signes de chlorose identiques a ceux observes sur la lignee 2a3. Sur 3 de ces 
plantes nous avons pu montre par hybridation de type northern en utilisant comme sonde le 
gene NIA2 SArabidopsis thaliana. que cette chlorose resultait de la non accumulation des 
transcrits des genes de nitrate reductase (transgeniques et endogenes) et done etait due a 
Tinactivation post-transcriptionnelle des genes de nitrate reductase. Parmi ces 19 plantes, 2 
ont donne des graines d'autofecondation. Les plantes issues de ces graines, cultivees en 
serre, ont egalement montre des signes de chlorose. 

La sequence d'ADN insere au site BamHI du plasmide pBin+ et ayant conduit & 
1'isolement de la souche bacterienne 356 a ete determines Des sous-clones du clone 356 
ont ete realises dans le vecteur pBin+ et la meme lignee sgs3-2 2a3 a ete transforms par 
ces sous-clones afin de determiner ceux capables de restaurer la fonction du gene SGS3. Le 
plus petit sous-clone capable de restaurer cette fonction constitue le gene SGS3 tel qu'il est 
decrit dans ce brevet. Par analyse informatique TORF de SGS3 a pu etre predite. La 
sequence du cDNA contenant l'ORF du gene SGS3 et done la position des sequences 
promotrices, terminatrices et introniques de SGS3 ont ete verifiees apres avoir isole et 
clone cette sequence. Pour Fisoler nous avons d'abord realise une reaction de reverse- 
transcription a partir d'ARN total d'Arabidopsis thaliana. Puis nous avons realise une 
reaction de PCR sur ce pool de cDNA a Taide du couple de primers p356AET 
AAAATG AGTTCT AGGGCTGGTC C) et P356Y' 

(GTCTCAATCATCTTCATTGTGAAGGCC). Ces primers sont situes aux 2 extremites de 
TORF de SGS3. Ce produit de PCR a ete clone et sequence. 

En utilisant le logiciel BLAST aucune homologie significative n*a pu etre trouvee 
entre la sequence SGS3 (en nucleotides ou en acides amines) et une quelconque sequence 
presente dans les bases de donnees. 

Exemple 2 
Analyse des mutants szs3 

La sequence du gene SGS3 a ete determinee dans 5 mutants sgs3. Une reaction de 
PCR a ete effectuee sur V ADN genomique de ces 5 mutants en utilisant les primers 
p356AET et P356Y' (voir exemple 1). Cette reaction permet T amplification de tout le gene 
SGS3, Le fragment amplifie grace a cette reaction de PCR a ete sequence. 

Cinq mutations ponctuelles distinctes ont ainsi ete identifies chez les differents 
mutants sgs3. Ces mutations correspondent a quatre codons stop et un changement d'acide 
amine. Les differentes mutations observes chez les mutants sgs3 sont representes dans la 
figure 1. L'acide amine marque en gras indique la position de la mutation dans le 
polypeptide SGS3. * indique la presence d'un codon stop et 0 indique un nouvel acide 
amine substitue a Tacide amine marque en gras touche par la mutation. 
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Exemple 3 

Constructi on de cassettes d'expression pour la surexpression et l'inhibition de .9(7,?? 
On realise d'abord une reaction de type PCR sur de l'ADN complementaire 
tfArabidopsis thaliana en utilisant comme amorces les oligonucleotidiques suivants : 
p356AD ? : AAAATGAGTTCTAGGGCTGGTCC 
P356Y ? : GTCTCAATCATCTTCATTGTGAAGGCC 

La sequence nucleotidique ainsi obtenue est ensuite traitee avec I'enzyme 
« klenow » pour generer aux extremites de la sequence amplifiee des extremites 
« franches ». Puis la sequence est clonee entre le promoteur 35S et le terminateur du virus 
de la mosaique du chou-fleur au site Smal du vecteur pRTlOO. 

Pour la surexpression de SGS3 on selectionne les clones tels que la sequence 
correspondant a p356AD' se situe pres du promoteur 35S. Pour l'inhibition de SGS3 on 
selectionne les clones tels que la sequence correspondant a p356Y' se situe pres du 
promoteur 35S. Cette construction Assgs3 permet 1'expression d'un ARNm anti-sens de 
15 l'ARNm de SGS3. 



10 



Exemple 4 
Transformation des plantes 
Les cassettes d'expression construites tel qu'il est decrit ci-dessus sont ensuite 
20 introduites dans un vecteur binaire pour permettre leur introduction via Agrobacterium 
tumefaciens dans les plantes. Le vecteur binaire utilise est le plasmide pBIN+ (Van 
Engelen et al., Transgenic Research 4, 288-290, 1995). Ceci est realise en digerant les 
constructions obtenues ci-dessus par I'enzyme SphI (qui libere les cassettes d'expression) 
et en liguant le produit de cette digestion au plasmide pBIN+ digere par l'enzvme SphI. 

25 

Exemple 5 

Inhibitio n de 1'expression du gene SGS3 par des antisens 
L'ADNc compiet du gene SGS3 a ete clone en orientation antisens (aSGS3) entre le 
promoteur 35S (p35S) et le terminateur 35S (t35S). Le gene chimerique p35S-aSGS3-t35S 

30 a ete re-clone dans le vecteur binaire pBiB-Hyg puis transfere dans Agrobacterium 

tumefaciens. Des plantes de la lignee LI (gene p35S-GUS-tRbcS soumis a la PTGS) ont 
ete transformees par trempage dans les agrobacteries. Les plantes transformees ont ete 
selectionnees sur milieu additionne d'hygromycine. L'activite GUS du transgene p35S- 
GUS-tRbcS a ete mesuree dans les plantes LI non transformees, dans 28 transformants 

35 hygromycine-resistants, ainsi que dans les mutants sgs3 obtenus par mutagenese EMS de la 
lignee LI. L'activite GUS dans les plantes LI non transformees est comprise entre 0 et 
10 nmol MU / mn / ug de proteines tandis que l'activite GUS dans les mutants sgs3 est 
comprise entre 3000 et 5500 nmol MU / mn / ug de proteines. 1 1 des 28 transformants 
hygromycine-resistants ont montre une activite GUS comprise entre 3000 et 5500 nmol 
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MU / mn / ug de proteines, montrant que le gene SGS3 peut etre inhibe par le gene 
chimerique p35S-aSGS3-t35S. mimant ainsi une mutation sgs3. 



C 
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Revendications 

1) Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi les 
5 polynucleotides suivants: 

a) le polynucleotide de la SEQ ID No. 1, et 

b) le polynucleotide de la SEQ ID No. 2. 

2) Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi les 
10 polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective a un polynucleotide selon 
la revendication 1, et 

b) un polynucleotide homologue a au moins 80 % a un polynucleotide selon la 
revendication 1. 

15 

3) Polynucleotide selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il restaure un mutant sgs3 
d'Arabidopsis thaliana. 

4) Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend le polynucleotide dont la sequence est 
20 comprise entre la position 1 et la position 695 de la SEQ ID No. 1. 

5) Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi les 
polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective a un polynucleotide selon 
25 la revendication 4 ? et 

b) un polynucleotide homologue a au moins 80 % a un polynucleotide selon la 
revendication 4. 

6) Polynucleotide selon la revendication 5 caracterise en ce qu'il a une activite promotrice 
30 dans les cellules vegetales et les plantes. 

7) Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend le polypeptide de la SEQ ID No. 3. 

8) Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide choisi parmi les 
35 polypeptides suivants: 

a) un fragment biologiquement actif du polypeptide de la SEQ ID No. 3; et 

b) un polypeptide homologue a au moins 80 % au polypeptide de la SEQ ID No. 3. 



9) 

40 



Polypeptide selon la revendication 8 caracterise en ce qu'il restaure un mutant sgs3 
d'Arabidopsis thaliana. 
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1 0) Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide codant pour un 
polypeptide selon 1'une des revendications 7-9. 

1 1) Cassette d'expression caracterisee en ce quelle comprend dans le sens de la 
transcription: 

a) un promoteur fonctionnel dans un organisme hote: et 

b) un polynucleotide selon Tune des revendications 1-3 etlO; et 

c) une sequence terminatrice dans ledit organisme hote. 

12) Cassette depression caracterisee en ce qu'elle comprend dans le sens de la 
transcription: 

d) un promoteur fonctionnel dans un organisme hote: et 

e) un polynucleotide, selon Tune des revendications 1-3 et 10, en orientation antisens ; et 

f) une sequence terminatrice dans ledit organisme hote. 

13) Cassette d'expression caracterisee en ce qu'elle comprend dans le sens de la 
transcription : 

a) un polynucleotide selon Tune des revendications 4-6; 

b) un polynucleotide codant pour un polypeptide heterologue; 

c) une sequence terminatrice dans les cellules vegetales ou les plantes. 

14) Vecteur d'expression ou de transformation comprenant un polynucleotide selon Tune 
des revendications 1-6 et 10 ou une cassette d'expression selon 1'une des revendications 
11-13. 

15) Procede de transformation des organismes hotes, en particulier des cellules vegetales 
ou des plantes, par integration dans ledit organisme hote d'au moins un polynucleotide 
selon 1'une des revendications 1-6 et 10 et/ou d'au moins une cassette d'expression 
selon 1'une des revendications 11-13 et/ou d'au moins un vecteur selon la revendication 
14. 

16) Procede pour exprimer un gene heterologue dans une plante caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes: 

a) on transforme ladite plante avec ledit gene heterologue; et 

b) on inhibe l'expression d' un polynucleotide selon 1'une des revendications 1-3 et 10 dans 
ladite plante. 

1 7) Procede selon la revendication 1 6 caracterise en ce que l'etape b) comprend la 
transformation de ladite plante avec une cassette d'expression selon la revendication 12. 
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1 8) Procede pour exprimer un gene heterologue dans une plante caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes: 

b) on transforme ladite plante avec ledit gene heterologue; 

c) on inactive 1'expression d' un polynucleotide selon Tune des revendications 1-3 et 10 
5 dans ladite plante. 



1 9) Organisme hote transforme comprenant au moins un polynucleotide selon Tune des 
revendications 1-6 et 10 et/ou d'au moins une cassette d'expression selon Tune des 
revendications 11-13 et/ou d'au moins un vecteur selon la revendication 14. 

10 

20) Organisme hote selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
un gene heterologue codant pour un peptide ou une proteine d'interet. 

21) Organisme hote selon Tune des revendications 19 ou 20, caracterise en ce que 
15 Torganisme hote est choisi parmi les bacteries, les levures, les champignons, les 

cellules vegetales ou les plantes. 

22) Organisme hote selon la revendication 21, caracterise en ce que les plantes sont 
choisies parmi le mais, le ble, Forge, le sorgho, le colza, le soja, le riz, la betterave, le 

20 tabac, le coton. 
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<400> 1 

gacaaacaaa caaaaattaa gcaagtcatg ttcgtagcaa taaattaata gtigggaacaa 60 

ttaagttaag cgaaaaagga aaaaaaaagg tacaaaaatg aaaacaaaat caaacxgaat 120 

gaaaatttgg agtccagaat cggaaaaacg aggccgtttt agagcttaat aagcttccic 180 

atttgtctct tcttcgtcag tttattttct tcctccggag tcctgactca cractctcac 240 

tctccggcgc tttaaactta cgttctccgt cgtttactct gtaagttttc tgccttagag 300 

ccrccgatcg cctcaccgca tgcattctgt gctcgatttc tctttttctt cgctggaaaa 360 

atrgccciaa tgttctcgat ttcgaaggtt tttgtgctat gggttacttt tttccctata 420 

ttttatagtt cttaggtaac gatacctgcg tcttactgtt tttgttcatt ttgttgtgct 480 

ttcaccgttt agtcgctgat cggagtattt gactgtgaaa aatccttcgt tttttggttt 540 

ttgtrtcata taaatcggat tgatctacct tttgtgcttt gatgtttgtt ttttgagcct 600 

atgcgttgtt ggcttgttat aacttcacgt tcatgtgtgg attttgagat tttggtagtg 660 

actgtgggtt tctttggtgg ctataggttg taaaaatgag ttctagggct ggtccaatgt 720 

ctaaggaaaa gaacgttcag ggtggttata ggcctgaggt tgaacagttg gttcaaggtt 780 

tggcagggac gagactggct tcttcacaag atgatggagg agagtgggag gtcatttcca 840 

agaagaacaa gaacaaacca ggaaacactt ctggaaaaac ttgggtttct cagaattcga 900 

accctcctag agcttggggt ggtcagcagc aagggagagg tagcaacgta tctgggagag 960 

gaaacaatgt atccgggaga ggtaacggca atggtcgggg cattcaagct aacatatctg 1020 

gtcggggacg agcgttgagc agaaagtatg ataacaactt tgtggcaccc ccacctgtat 1080 

ctcgccctcc tttggaagga ggatggaatt ggcaggcaag aggaggttct gctcagcaca 1140 

cagctgtgca ggagtttcct gacgtggagg atgatgtgga taatgcttct gaggaagaga 1200 

atgattccga tgctttggat gattctgatg acgaccttgc aagtgatgat tatgactcgg 1260 

atgtgagtca aaagagccat ggatcacgaa agcagaataa gtggttcaaa aagttctttg 1320 

gcagcttgga tagcttgtcg atcgagcaga taaatgaacc acagaggcag tggcattgrc 1380 

cagcttgtca gaacggacct ggtgccatcg attggtataa cctgcaccct ctactagctc 1440 

atgcgaggac aaaaggagct aggcgagtta agctccatag agaattggct gaagttttag 1500 

aaaaggatct acagatgaga ggcgcatctg tcattccttg tggtgagatt tatgggcagt 1560 
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<210> 2 
<211> 1878 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1878) 

<400> 2 

atg agt tct agg get ggt cca atg tct aag gaa aag aac gtt cag ggt 48 

Met Ser Ser Arg Ala Gly Pro Met Ser Lys Glu Lys Asn Val Gin Gly 

1 5 10 15 

ggt tat agg cct gag gtt gaa cag ttg gtt caa ggt ttg gca ggg acg 96 
Gly Tyr Arg Pro Glu Val Glu Gin Leu Val Gin Gly Leu Ala Gly Thr 
20 25 30 

aga ctg get tct tea caa gat gat gga gga gag tgg gag gtc att tec 144 
Arg Leu Ala Ser Ser Gin Asp Asp Gly Gly Glu Trp Glu Val lie Ser 



35 40 



45 



aag aag aac aag aac aaa cca gga aac act tct gga aaa act tgg gtt 192 
Lys Lys Asn Lys Asn Lys Pro Gly Asn Thr Ser Gly Lys Thr Trp Val 
50 55 J ~ 



60 



tct cag aat teg aat cct cct aga get tgg ggt ggt cag cag caa ggg 
Ser Gin Asn Ser Asn Pro Pro Arg Ala Trp Gly Gly Gin Gin Gin Gly 
65 7 0 75 80 



240 



aga ggt age aac gta tct ggg aga gga aac aat gta tec ggg aga ggr 
Arg Gly Ser Asn Val Ser Gly Arg Gly Asn Asn Val Ser Gly Arg Gly 



288 
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85 90 95 

aac ggc aat ggt egg ggc att caa get aac ata tct cat egg gga cga 336 
Asn Gly Asn Gly Arg Gly He Gin Ala Asn He Ser Gly Arg Gly Axg 
100 105 110 

gcg ttg age aga aag tat gat aac aac ttt gtg gca cec cca cct gta 384 
Ala Leu Ser A_rg Lys Tyr Asp Asn Asn Phe Val Ala Pro Pro Pro Val 
115 120 125 

tct cgc cct cct ttg gaa gga gga tgg aat tgg cag gca aga gga ggt 432 
Ser Arg Pro Pro Leu Glu Gly Gly Trp Asn Trp Gin Ala Arg Gly Gly 
130 135 140 

tct get cag cac aca get gtg cag gag ttt cct gac gtg gag gat gat 480 
Ser Ala Gin His Thr Ala Val Gin Glu Phe Pro Asp Val Glu Asp Asp 
145 150 155 * 160 

gtg gat aat get tct gag gaa gag aat gat tec gat get ttg gat gat 528 
Val Asp Asn Ala Ser Glu Glu Glu Asn Asp Ser Asp Ala Leu Asp Asp 
165 170 175 

tct gat gac gac ctt gca agt gat gat tat gac teg gat gtg agt caa 576 
Ser Asp Asp Asp Leu Ala Ser Asp Asp Tyr Asd Ser Asp Val Ser Gin 
180 185 190 

aag age cat gga tea cga aag cag aat aag tgg ttc aaa aag ttc ttt 624 
Lys Ser His Gly Ser Arg Lys Gin Asn Lys Trp Phe Lys Lys Phe Phe 
195 200 205 

ggc age ttg gat age ttg teg ate gag cag ata aat gaa cca cag agg 672 
Gly Ser Leu Asp Ser Leu Ser He Glu Gin He Asn Glu Pro Gin Arg 
210 215 220 

cag tgg cat tgt cca get tgt cag aac gga cct ggt gee ate gat tgg 720 
Gin Trp His Cys Pro Ala Cys Gin Asn Gly Pro Gly Ala He Asp Trp 
225 230 235 " 240 

tat aac erg cac cct eta eta get cat gcg agg aca aaa gga get agg 768 
Tyr Asn Leu His Pro Leu Leu Ala His Ala Arg Thr Lvs Gly Ala Arg 
245 250 "* 255 

cga gtt aag etc cat aga gaa ttg get gaa gtt tta gaa aag gat eta 816 
Arg Val Lys Leu His Arg Glu Leu Ala Glu Val Leu Glu Lys Asp Leu 
260 265 270 

cag atg aga ggc gca tct gtc att cct tgt ggt gag att tat ggg cag 864 
Gin Met Arg Gly Ala Ser Val He Pro Cys Gly Glu He Tyr Gly Gin 
275 280 ^ 285 

tgg aag ggt ttg ggt gag gat gaa aag gat tat gaa att gtc tgg cct 912 
Trp Lys Gly Leu Gly Glu Asp Glu Lys Asp Tyr Glu He Val Trp Pro 
290 295 300 

cca atg gtc ate ate atg aat act aga ctg gat aag gac gat aac gat 960 
Pro Met Val He lie Met Asn Thr Arg Leu Asp Lys Asd Asp Asn Asp 
305 310 315 " 320 

aag tgg etc ggc atg ggc aac caa gag ctg ctg gaa tac ttc gac aaa 1008 
Lys Trp Leu Gly Met Gly Asn Gin Glu Leu Leu Glu Tyr Phe Asp Lys 
325 330 335 

tat gag get ctt aga gca cgc cat tec tat ggt cca cag ggc cat cgt 1056 
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Tyr Glu Ala Leu Arg Ala Arg His Ser Tyr Gly Pro Gin Gly His Arg 
340 345 350 

ggg atg agt gtt ctg atg ttt gag age agt gec act ggc rat ttg gag 1104 
Gly Met Ser Val Leu Met ?he Glu Ser Ser Ala Thr Gly Tyr Leu Glu 
355 360 365 

gec gaa cgc etc cac egg gag tta get gag atg ggg tta gat aga att 1152 
Ala Glu Arg Leu His Arg Glu Leu Ala Glu Met Gly Leu Asp Arg lie 
370 375 380 

gec tgg ggt cag aag cgc agt atg ttt tct gga ggt gtt cgc caa ctg 1200 
Ala Trp Gly Gin Lys Arg Ser Met Phe Ser Gly Gly Val Arg Gin Leu 
385 390 395 400 

tat ggc ttc ctt gca acg aag caa gat ctg gac ata ttc aat caa cac 1248 
Tyr Gly Phe Leu Ala Thr Lys Gin Asp Leu Asp lie Phe Asn Gin His 
405 410 415 

tct caa ggc aaa aca agg ctg aaa ttc gag ttg aaa tea tac caa gag 1296 
Ser Gin Gly Lys Thr Arg Leu Lys Phe Glu Leu Lys Ser Tyr Gin Glu 
420 425 430 

atg gtt gta aag gag ctg agg cag ate tct gag gac aat cag cag ctg 1344 
Met Val Val Lys Glu Leu Arg Gin lie Ser Glu Asp Asn Gin Gin Leu 
435 440 445 

aac tac ttt aag aac aag etc tea aaa cag aac aag cac gee aag gtg 1392 
Asn Tyr Phe Lys Asn Lys Leu Ser Lys Gin Asn Lys His Ala Lys Val 
450 ~ 455 460 

ctt gag gaa tct ctg gaa att atg age gag aag ctg cgt aga act gca 1440 
Leu Glu Glu Ser Leu Glu lie Met Ser Glu Lys Leu Arg Arg Thr Ala 
465 470 475 " 480 

gag gat aat egg ate gtg aga cag aga act aag atg cag cat gaa cag 1488 
Glu Asp Asn Arg lie Val Arg Gin Arg Thr Lys Met Gin His Glu Gin 
485 490 495 

aac agg gaa gag atg gat gca cac gac agg ttt ttc atg gat tea ate 1536 
Asn Arg Glu Glu Met Asp Ala His Asp Arg Phe Phe Met Asd Ser lie 
500 505 510 

aaa cag ate cat gaa aga aga gac gca aag gag gag aat ttc gag atg 1584 
Lys Gin lie His Glu Axg Arg Asp Ala Lys Glu Glu Asn Phe Glu Met 
515 520 525 

ttg cag cag cag gaa cgt gee aag gtt gtt ggc cag cag cag cag aac 1632 
Leu Gin Gin Gin Glu Arg Ala Lys Val Val Gly Gin Gin Gin Gin Asn 
530 535 540 

att aat ccc tct age aat gac gat tgc cga aag aga get gag gaa gtg 1680 
lie Asn Pro Ser Ser Asn Asp Asp Cys Arg Lys Arg Ala Glu Glu Val 
545 550 555 560 

tea age ttc ate gag ttt caa gag aaa gag atg gag gag ttt gtg gaa 1728 
Ser Ser Phe lie Glu Phe Gin Glu Lys Glu Met Glu Glu Phe Val Glu 
565 570 575 



gag agg gag atg ctg ata aaa gat caa gag aag aag atg gaa gac atg 1776 
Glu Arg Glu Met Leu lie Lys Asp Gin Glu Lys Lys Met Glu Asp Met 
580 585 590 
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aag aag agg car cac gag gag ata ttr gat erg gag aaa gaa ttt gar 1824 
Lys Lys Arg His His Giu Glu lie Phe Asp Leu Glu Lys Glu Phe Asp 
595 600 605 

gag get ttg gaa cag crc atg tac aag cat ggc ctt cac aar gaa gat 1872 
Glu Ala Leu Glu Gin Leu Met Tyr Lys His Gly Leu His Asn Glu Asp 
610 615 620 

gat tga 1878 

Asp 

625 
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